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L TB融合禽流感病毒 M 2e基因在毕氏酵母中的表达
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摘要 : 禽流感病毒一直是家禽和家畜健康养殖的巨大威胁 ,之前的研究表明 ,原核系统中表达的
LTB和 M2eHBc +融合基因的产物能有效诱导免疫动物对禽流感病毒 M2e多肽产生特异性的粘
膜免疫应答. 酵母作为生物反应器应用于生物制品生产具有独特的优点. 本研究构建了 pP IC9K
- LBM2eHBc + 酵母表达载体并对酵母 GS115 进行了遗传转化 ,甲醇诱导表达结果表明
LBM2eHBc +融合基因在酵母细胞中得到表达 ,表达出的融合蛋白能够被 M2抗体识别.
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Abstract: Avian influenza virus (A IV ) has been a constant threat to the healthy development of livestock and
poultry breeding industry. Previous research has shown that the p roducts of LTB and M2eHBc + fused gene ex2
p ressed in p rokaryotic cells can effectively induce m ice mucosal immune responses againstM2e ep itope. P1pastoris
yeast has a unique advantage as a bioreactor used in the p roduction of biological p roducts. LBM2eHBc + fused
gene fragmentwas obtained by PCR, then inserted into pP IC9K p lasm id which containsmethanol p romoter and yeast
signal pep tide to construct yeast exp ression vector pP IC9K - LBM2eHBc +. The recombinant vector was trans2
formed into P1pastoris GS115. The methanol induction result has indicated that the LBM2eHBc + fusion gene can
be efficiently exp ressed in GS115 cell and the exp ressing p rotein has the specific binding activity to M2 antibody by
W estern blotting analysis. 1
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致病性的亚型可以传染人 [ 1 ] . 目前接种疫苗是控制
A IV流行的主要措施之一 ,异源表达的高度保守的
M2蛋白能为动物提供很好的免疫保护 [ 2 - 3 ] . M2蛋
白 N端 24个氨基酸残基构成囊膜外区域 (M2e) ,
M2e是 M2蛋白的中和抗体诱导表位 ,基于 M2e的
单克隆抗体能有效抑制流感病毒在体外培养细胞和
小鼠体内的复制 [ 4 - 5 ] ,但是 M2e只有 24个氨基酸 ,
不能有效刺激机体产生免疫应答 ,需要偶联一些大
分子才能使免疫动物产生有效的免疫应答 ,研究表
明 M2e与 Hep titis B core antigen (HBcAg)大分子载
体的融合能产生很好的动物免疫保护效果 [ 6 - 8 ] . 粘
膜是机体抵抗感染的主要屏障之一 ,很多病原菌对
机体的感染都是从粘膜系统开始 ,如产肠毒素大肠
杆菌 ,禽流感病毒 ,口蹄疫病毒等病原菌 ,针对这些
病原菌 ,机体的粘膜免疫应答具有重要的意义. 产肠
毒素大肠杆菌热不稳定蛋白 ( Heat2labile enterotox2
in, LT)及其 B亚单位 (LTB )是已知的有效的粘膜免
疫佐剂 [ 9 - 10 ] .








的目的蛋白表达能力 [ 11 ] . 人们可根据不同药物蛋白
特点选择胞内或分泌表达 ,已有多种药物蛋白在该
表达系统中成功表达 ,如乙肝表面抗原 [ 12 ]、人血清
白蛋白等 [ 13 ] . 我们之前在原核系统中表达了 LTB和
M2eHBc +的融合基因 ,纯化蛋白 LBM2eHBc +能有
效诱导动物的粘膜免疫应答 [ 8 ] ,鉴于酵母作为生物
反应器的优点 ,本研究构建了酵母细胞表达载体




酵母表达载体 pP IC9K、酵母宿主菌 GS115、大
肠杆 菌 DH5α 为 本 实 验 室 保 存 ; pMALc2x -
LBM2eHBc +本实验室构建 ;各种工具酶、药品购自
大连宝生物公司、上海生物工程公司等.
112　L BM 2eHBc +融合基因毕氏酵母表达载体的
构建及转化 GS115
根据载体 pMAL c2x - LBM2eHBc +的序列和
pP IC9K多克隆位点 ,设计带有 EcoRⅠ和 N otⅠ酶切
位点的 PCR引物 :
引物 1: 5′- GGC GAATTC ATGAATAAAGTA2
AAATG - 3′;
引物 2: 5′- GCG GCGGCCGCCTAACA TTGA 2
GA TTCCC - 3′;
以 pMAL c2x - LBM2eHBc +为模板 ,高保真酶
扩增出 5′端带有 EcoR Ⅰ、3′端带有 N otⅠ酶切位点
的 LBM2eHBc +融合基因片段. 分别将扩增产物与
酵母表达载体 pP IC9K用 EcoR Ⅰ和 N otⅠ双酶切 4
h,回收纯化后 T4连接酶连接 ,连接产物热激转化
大肠杆菌 DH5α感受态细胞 ,阳性克隆酶切、测序鉴
定后确定阅读框架正确的即构建成功的 pP IC9K -
LBM2eHBc +. 分别用 N co Ⅰ对重组表达载体
pP IC9K - LBM2eHBc +和 pP IC9K单酶切使其充分
线形化 ,线形后的片段分别经试剂盒回收. 1次回收
的 DNA经冷冻干燥浓缩至 10μL,供 1次转化用.
GS115感受态的制备及线形载体转化感受态细胞的
步骤参照文献 [ 14 ].
113　转化子的快速鉴定
11311　转化子的 PCR鉴定
将 MD 平板中长出的克隆 , 1次挑出 30个左
右 ,接种于 2 mL BMGY培养基中 (培养瓶体积为 50
mL左右 ) , 30 ℃, 200 r/m in培养至 OD600约为 2
时 ,从中取出 50μL菌液 12 000 r/m in离心 5 m in,弃
上清 ,用 012 mol/L NaOH 20μL重悬菌体 ,煮沸 10
m in, 12 000 r/m in离心 10 m in,取上清做为 PCR模
板. 用引物 1和引物 2 进行 PCR 扩增 ,初步鉴定
pP IC9K - LBM2eHBc +重组表达载体有否整合入酵
母基因组中 ,检测为阴性的克隆丢弃.
11312　阳性转化子的 Dot - EL ISA鉴定
将 11311中鉴定为阳性的转化子 ,取 1 mL菌液
保种 (加灭菌的甘油至浓度为 15%左右 ) ,余下的菌
液转入灭菌离心管中 , 5 000 r/m in离心 5 m in,弃上
清 ,用 2 mL BMMY诱导培养基重悬菌体 , 30 ℃, 200
r/m in诱导蛋白表达 ,每 24 h补加甲醇至终浓度为
1% ,诱导 4 d; 4 ℃, 12 000 r/m in离心 10 m in,沉淀
保存备用 ,取上清加入 3 倍体积的蛋白沉淀液
(100%三氯乙酸 10 mL,β -巯基乙醇 0107 mL,丙酮
90 mL) , - 20 ℃沉淀 4 h; 4 ℃, 12 000 r/m in离心 15
m in,弃上清 ;沉淀用 80%丙酮洗涤 2次 ,以去除三
氯乙酸 ;最后用 70%乙醇洗涤沉淀 1次 ,晾干沉淀 ,
用约 10μL PBS溶液溶解沉淀 ,取约 4μL点于尼龙
膜上 ,阳性对照采用原核表达的 LBM2eHBc +融合
蛋白 [ 8 ] ,转化 pP IC9K的酵母表达蛋白作为阴性对
照 ,以兔抗 H5N1 M2蛋白抗体为第 1抗体 ,以 HRP
偶联的羊抗兔 IgG为第 2抗体 ,进行 Dot - EL ISA检
测 ,取有明显阳性反应的转化子做进一步分析鉴定 ,
无明显阳性反应的转化子丢弃.
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114　重组酵母的诱导表达及 W estern blotting分析
培养液不能超过瓶子体积的 30% ,温度不能超
过 30℃,摇速为 200 r/m in. 设 pP IC9K空载体转
GS115作为对照 ;将 11312筛选出的阳性酵母重组
菌株以 1%的菌液量接种于 25 mL的 BMGY于 250
mL的三角瓶中 ,在 28～30℃培养至 OD600 = 2～6;
在室温 5 000 r/m in离心 5 m in,去上清 ,用约 100 mL
的 BMMY培养基重悬至 OD600 = 110,将培养液转
至 1 L的培养瓶中 ,加透气塑料膜覆盖 ,培养 ,每 24
h加 100%甲醇至终浓度为 1% ,诱导目的蛋白的表
达 ;连续诱导 4 d 后 , 4 ℃, 12 000 r/m in,离心 10
m in,取部分培养上清按照 11312方法沉淀蛋白 ,然
后进行 SDS - PAGE,将同时进行的另一块 PAGE胶
上分离的蛋白用电转移法转至尼龙膜上 ,并以兔抗
H5N1 M2蛋白抗体为一抗 , HRP标记羊抗兔为二抗
进行 W estern blotting分析.
2　结果与分析
211　酵母表达载体的构建
PCR扩增出的 5′端带有 EcoR Ⅰ、3′端带有 N ot
Ⅰ酶切位点的 LBM2eHBc +融合基因片段与酵母表
达载体 pP IC9K同时用 EcoRⅠ和 N otⅠ双酶切 ,分别
纯化回收 ,然后连接转化 DH5α,通过酶切和 PCR鉴
定 (图 1 ) ,测序确定阅读框架正确的克隆命名为
pP IC9K - LBM2eHBc +. 由此 LBM2eHBc +融合基
因插入到 pP IC9K的多克隆位点 EcoR Ⅰ和 N otⅠ之
间 ,其上游有 aox1启动子 ,下游有 aox1转录终止
子 ,在 aox1启动子后有一个信号肽序列便于外源蛋
白的分泌表达.
212　转化 GS115阳性克隆的 PCR 鉴定及 Dot -
EL ISA鉴定
从 MD板上挑出的克隆 ,以 NaOH煮沸法快速
制备的酵母基因组 DNA为模板 ,引物 1和 2为引
物 , PCR初步检测外源基因的整合情况. 从图 2中可
清晰观察到部分酵母中有目的基因的整合. 本研究
从 MD平板上共挑出了 96个克隆 , PCR筛选出 61
个阳性克隆.
　　PCR初步鉴定为阳性的转化子 ,小量蛋白表
达 ,表达蛋白经沉淀浓缩后 ,取约 4μL点于尼龙膜
上 ,设置相应的阳性对照和阴性对照 ,以兔抗 H5N1
M2蛋白抗体为第 1抗体 ,以 HRP偶联的羊抗兔 IgG
为第 2抗体 ,进行 Dot - EL ISA检测 ,结果在 PCR阳
性株中筛选出部分有阳性信号的转化酵母 (图 3中
的 2号和 4号 ). 从 PCR鉴定为阳性的 61个克隆中
用 Dot - EL ISA方法筛选出有明显阳性信号株 5株.
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213　LBM2eHBc +基因的大量诱导表达
将 Dot - EL ISA鉴定为阳性的转化酵母在 BM2
MY培养基中通过每 24 h添加甲醇至终浓度为 1% ,
诱导表达 4 d后 ,离心取上清 ,蛋白沉淀浓缩后 ,通
过 SDS - PAGE 电泳分析 , 发现转化 pP IC9K -
LBM2eHBc +的 GS115经诱导表达后 ,上清中蛋白
与转化空载体 pP IC9K的 GS115上清中蛋白电泳图
谱明显不同 ,前者有个别株在约 39 ku处有明显的
蛋白条带出现 (图 4箭头所指 ) ,与预计融合蛋白大
小相符合 ,初步表明目的蛋白在 GS115中能实现分
泌表达.
214　表达蛋白的 W estern blotting分析
将表达产物经 SDS - PAGE电泳后转移至尼
龙膜上 ,以兔抗 H5N1 M2蛋白抗体为一抗 , HRP
标记羊抗兔为二抗进行 W estern blotting分析 , Dot
- EL ISA筛选出的 5株阳性株中有 2株在约 39 ku












母基因组 DNA的提取 , southern杂交等 ,步骤比较繁
琐 ,但最终筛选出的酵母能否表达外源基因还需要
western的验证. 本研究采用 NaOH法小量快速提取
酵母基因组 DNA,然后以 PCR筛选 ,筛出的阳性克
隆小量表达 ,用 Dot - EL ISA法快速鉴定出有无目的
蛋白表达的克隆 ,然后用于下一步的表型筛选、大量
诱导表达等研究 ,极大地减少了工作量 ,提高了工作
效率. 用酵母菌落 PCR也可以快速筛选重组克隆 ,
但是酵母细胞壁厚、结构复杂、坚韧难以裂解 ,再加
上其它未知因素 ,菌落 PCR的假阴性率高 [ 16 ] ,本研
究采用 NaOH裂解酵母细胞壁微量提取酵母基因组
DNA作为 PCR模板的方法取得了很好效果 ,而该方
法也被广泛应用于 PCR 检测中植物 DNA 的快速





pP IC9K载体常用的线形化位点为 B glⅡ、Sa lⅠ或
SacⅠ, B glⅡ由于在载体中有 2个位点 ,线形化的载
体转化酵母一般只产生双交换置换型同源重组 ,不
易产生多拷贝菌株. SacⅠ或 Sa lⅠ线性化的质粒转
化酵母后可产生 1% ～10%的多拷贝重组子. 本研
究中的目的基因中包含 SacⅠ和 Sa lⅠ位点 ,不能使
用这 2个位点进行线形化 ,对 pP IC9K载体序列酶
切图谱分析后选择了靠近 Sa lⅠ的一个单酶切位点
N oc Ⅰ进 行 线 形 化. pP IC9K - LBM2eHBc + 和
pP IC9K经 N ocⅠ单酶切成线形后 ,由于 N ocⅠ酶切
位点位于 H is4基因内 ,线性化重组载体与宿主菌染
色体 H is4基因之间发生单位点同源重组 ,使 1个或
多个表达单位经过单位点交换插入在 H is4位点. 酵
母细胞对密码子的偏嗜性也是影响外源基因表达的
重要原因. 赵翔等 [ 18 ]对毕赤酵母的密码子用法进行
了分析 ,认为 A rg密码子的使用频率与哺乳动物以
及大肠杆菌完全不同 ,酵母 A rg密码子中 CGG和
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CGA使用频率很低. 本研究中构建的融合基因
LBM2eHBc +经序列比对发现出现了多处 A rg稀有
密码子 ( CGG为 193位和 356位 A rg密码子 , CGA
为 182位、328位、328位和 343位 A rg密码子 ) ,这
也许是导致本研究中外源蛋白表达量并不是很高的
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